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論文内容の要旨
3.4'- ジヒドロキシフェニル酢酸四2.3ージオキシゲナーゼは、基質3.4ージヒドロキシフェニル酢酸に、
2 原子の酸素を導入するとともに、ベンゼン環の 2.3位の炭素-炭素結合を切断して、ルヒドロキシ
ーふカルボキシメチルムコン酸セミアルデヒドを生ずる反応(式-1 )を触媒するジオキシゲナーゼ( 2 
原子酸素添加酵素)の l 種である。
。 H+0 式
スー~卯
反応様式は、典型的な extradiol 型開裂様式(隣接する 2 つの水酸基の隣りの炭素-炭素結合を切
断するもの)である。
本酵素は、 1964年に足達らにより、土壌菌から見出された。その後、 1965年に、喜多らにより、 Ps.
ovalis の P ーヒドロキシフェニル酢酸適応菌体から精製、結晶化された。
一般に、オキシゲナーゼ(酸素添加酵素)は、基質のひとつである酸素の存在下で不安定なため、
その高度の精製が困難であり、酵素化学的な研究が不可能であった。然し、この失活は 2 価鉄の添加
により、防止出来ることを見つけ、喜多らの精製操作に若干の改良を行い、精製酵素を比較的容易に
大量に調製出来るようになり、酵素化学的な研究を行った。
本論文では、結晶 3 .4-ジヒドロキシフェニル酢酸ー2.3- ジオキシゲナーゼの性質、活性中心及び蛋
白構造について述べる。
1 )結晶3 .4-ジヒドロキシフェニル酢酸ー2.3- ジオキシゲナーゼの性質;
結晶標品は、超遠心的に均一で、数種の物理的方法により分子量は、 140 ， 000 と決定した。オルシノ
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ール反応陰性で、糖を含まない単純蛋白質で酵素蛋白 1 分子当り、 16モルの半シスチン、 4.2~4.9原
子の鉄を含んで、いて、鉄以外の金属の存在は認められなかった。
酵素溶液は無色で、吸収スペクトルは、 280nm に吸収極大を示し、可視部には特異的な吸収はなか
った。 CD バンドは可視部には示さず、 270~310nm に小さな正の山、 225nm に大きな負の谷を示した。
以上の分析及び分光学的性質から、本酵素は、ヘム、フラピン、ヌクレオチド等は含んでいない非へ
ム鉄:蛋白であることが判った。
2 ) 3 .4-ジヒドロキシフェニル酢酸-2.3- ジオキシゲナーゼの活性中心;
本酵素の自然失活は、 2 価鉄の添加により完全に抑えられた。また、還元剤による本酵素の失活は
認められなかったが、本酵素は、酸化剤(過酸化水素)により、速やかに、しかも定量的に失活し、
この過酸化水素処理による失活酵素は、還元剤あるいは 2 価鉄の添加により、容易に再活性化される
ことから、本酵素の結合鉄は、活性酵素においては 2 価鉄型として存在していて、酵素活性に必須で、
あることが明らかになった。
また、 2 価鉄に特異的なキレート試薬である 0- フェすンスロリンが、本酵素に対して措抗阻害剤で
あること、種々の基質類似体を用いて、基質特異性、酵素と基質の結合様式について調べた結果から
この結合 2 価鉄は、酵素反応中、基質の隣接する水酸基を介して、直接基質と結合し、酵素反応を進
行させる重要な役割を果していることが判った。
さらに、酵素反応中の ESR スペクトルの解析結果と考え合わせ(式- 2) に示すような結合鉄の荷
電変化を中心とする反応機構を推定している。
(式 2 ) 
基質特異性を調べた結果、カテコール同族体の 4 位の置換基の性質によって、反応速度が著じるし
く変化することを観察した。すなわち、 4 位の側鎖に負の荷電をもっグループが、非常によい基質と
なり、必須で、あることが判った。この側鎖の負の電荷と特異的に作用する部位が、酵素蛋白中に存在
することを推定し“基質決定部位"と名づけ、検討した。
3 ) 3.4- ジヒドロキシフェニル酢酸ー2.3- ジオキシゲナーゼの蛋白構造について。
本酵素に対する種々の界面活性剤の影響を調べた結果、陰イオン性界面活性剤が強い阻害効果を示
し、陽イオン性、非イオン性界面活性剤は、ほとんど効果がなかった。この阻害は、本酵素がサプユ
ニットに解離したためであることが判明した。代表としてドデシル硫酸ナトリウム (SDS) を用いて
サプユニット構造について検討した。この結果、 SDS 処理による失活酵素は、単一の分子量35， 000の
サプユニットであることが判った。
C 末端アミノ酸分析の結果から、本酵素の C末端アミノ酸は、ロイシン 1 種であった。種々のSH
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試薬を用いて、本酵素の SH 基の化学修飾を試み、 SH 試薬に対する反応性と、化学修飾の酵素活性に
及ぼす影響を検討した。本酵素には、 16モルの SH 基が存在し、 S-S 結合はなかった。この16モルの
SH 基は、存在状態の異なる 3 つのグループに分類された。第 1 のグループは、銀イオン、水銀イオ
ン、 5-5'- ジチオピスー2- ニトロ安息香酸 (DTNB) 、 P- クロルマーキュリフェニルスルホン酸 (PC
MS) の 4 種の SH 試薬全てと反応した 4 モルの SH 基で、酵素活性とは何等関係をもっていなかった。
第 2 のグループは、 native な状態で PCMS とのみ反応する 4 モルの SH 基で、本酵素の構造保持と深
い関係をもっていることが判った。これらの 4 モルの SH 基を、 PCMS で修飾すると、ホロ酵素は
サブユニットに解離し、これに伴って酵素活性は完全に消失した。サプユニットの状態でもこれらの
SH 基は、依然として DTNB とは反応しないことから、 PCMS のような強い SH 試薬でのみ反応をう
ける何等かの形でマスクされているものと推定した。第 3 のグループは、残りの 8 モルの SH 基で、
サプユニットの状態で、始めて 4 種の SH 試薬全てと反応した。
以上の結果から、分子量140 ，000の 3.←ジヒドロキシフェニル酢酸-2.3- ジオキシゲナーゼは、分子
量35， 000の C 末端アミノ酸が同じ 4 ケのサプユニットから構成されていて、 4 ケの SH 基がサブユニ
ットの会合に関与している、ことを明らかにとた。
論文の審査結果の要旨
本論文は蛋白質構成成分であるアミノ酸フェニルアラニンおよびチロシンの好気的代謝中間体であ
る 3 .4-ジヒドロキシフェニル酢酸の酸化分解を触媒する酵素の化学的性質および、酵素蛋白質の構造
と触媒活性の関係についての、綿密な研究を述べるものである。
Pseudomonas ovalis の菌体を抽出精製して標記酵素を結晶状に単離した。この酵素蛋白質の分子
量は Archibald法で137 ，000、ゲル炉過法で140 ，000、アミノ酸分析値からは136 ， 000 となる。発光スペ
クトル分析によれば 1 分子当り 4~5 原子の鉄を含み、吸収スペクトルからは一般のオキシダーゼの
ような発色団を含まず、鉄のみがCo -factor となっていることを推定させる。本酵素は 5 0C において
徐々に失活するが、低濃度の有機溶媒または 2 価鉄イオンの添加により失活を防止できる。
2 価鉄原子が本酵素の活性中心を形成していることは、 0- フェナンスロリンやかヒドロキシキノリ
ン等のキレート試剤で拾抗阻害を受けること、空気あるいは過酸化水素による失活酵素をアスコルピ
ン酸、水素化ホウ素等の還元剤で処理して復活すること、亦 2 価鉄イオンの添加でも復活することか
ら知られる。ちなみにこの場合システイン等のチオール化合物には復活作用はない。 活性酵素のESR
スペクトルも鉄が 2 価の状態であることを示す。種々の基質アナログに対する酵素作用を調べた結果
芳香環に 0- ジオール構造を有するものは大なり小なり酵素作用を受けることが判った。このことは、
前述の 0- フェナンスロリンが措抗阻害を行なうことと併せ考えると、基質中の 0-ジオールが鉄を介し
て酵素蛋白質に結合するものであることを示唆する。また、 0-ジオール化合物の 4 位側鎖アナログの
挙動から、 4 位側鎖に負の荷電をもつものが際立って酵素作用を受け易く、従って酵素の活性部位に
は鉄のほか正の荷電が存在すると推定され、無水マレイン酸による酵素の失活現象もこの推定を裏書
戸O? ?
きする。
著しいことは、この酵素が界面活性剤 Sodium dodecyl-sulfate (SDS) によってサブユニットに
解離することである。本酵素の SDS- ポリアクリルアミド電気泳動で分子量35 ， 000~36， 000の単一バ
ンドが得られ、またサプユニットの C末端としてロイシンのみが検出されることは、本酵素が同ーの
サブユニット 4 個から成ることを示唆する。ホロ酵素はアミノ酸分析によれば16個のシステイン残基
をもつが、この内強力なチオール試剤である p-Chloromercuriphenylsulpa te(PCMS)と反応するもの
16個、弱いチオール試剤 Ag+、 Hg+、 5 ~5-Dithiobis (2'-nitrobenzoic acid) (DTNB) と反応するものが
4 個ある。さらに、サブユニットに解離した後は DTNB に対し 12個の SH が反応するが4 個は反応し
な Po この事実は、ホロ酵素において SH の状態に 3 種類あることを推定させる。つぎにチオール試
剤による酵素活性の変動をみると、活性酵素に DTNB を与えて 4 個の SH を修飾したものは、なお元
の活性をほぼ完全に維持する。更にこれに PCMS を与えると 4 当量で完全に失活する。即ち酵素活性
と関係する SH が 4 個存在すると思われる。このようにして得られた失活酵素は分子量35 ， 000 を示し
失活の直接原因はサブユニットへの解離にあると考えられ、 4 個の SH が複合体維持の役目をしてい
ると推定される。また酸化失活酵素を放射性 Fe*で復活させると、ほぼ 1 個の Fe* の取込みで完全
復活するので、 4 個ないし 5 個の内 1 個のみの Fe* が直接触媒作用に関与すると推定し、本酵素のモ
デルを次の知く提案する。
団:チオール試剤と反応し易いグループ
⑪:蛋白質内部に埋れたグループ
⑪:触媒活性に直接関係する
以上のごとく、本研究は3 .4-ジヒドロキシフェニル酢酸-2.3- ジオキシゲナーゼについて多くの知
見を得、オキシゲナーゼ一般の研究の進歩に寄与するものであり、理学博士の学位論文として十分価
値あるものである。
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